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現在, 原発惟肺癌 の 進行度は T N M分類に基づく病期 によ り決是 され て い るが , 臨床的に リ ン パ 節転移や遠隔転移の み
ら れ な い Ⅰ 期症例であ っ て も予後良好 なもの と 不良なもの が混在す る こ と が 明ら か と な っ て い る . 従来の 臨床的ある い は 病理
組織学約手法で は検出できない 潜在性の 微小転移と して は 胸膜椿軋 骨髄転移, リ ン パ 節転軌 末梢血液播種等の 存在の 可能
性が考慮 され る. 本研究で は, 上 皮細胞 に特異的 に発現する サ イ トケ ラ チ ン(cytoke ratin , CK) を マ ー カ ー と した 免疫組織染色
を行 い , 従来 の 臨床検査で は検出 しえな い 噛細胞を検仕け る 目 的で , 原発性非小細胞肺痛患者131例の 骨髄中将細胞の 検出を
試み た . さ ら に, 原発巣 の 臨床病 理学的所見, 及び癌細胞接着分子であ るE- カ ド ヘ リ ン , な ら び に そ の 裏打ち蛋白で あ る α -
カ テ ニ ン, ノ･プ ー カ テ ニ ン 蛋白の 発現 との 関係も併せ て 検討 した . 全体 で の 骨髄中癌細胞検出率は131例■P56例(42･7 %)で あり ,
組織型別の 陽性率 は腺病40.5 %, 扁平上 皮癌43.9 %, 腺扁平 ヒ皮癌40.0 %, 大細胞癌66.7 % と, 組織 型別に有意差 は なか っ た .
癌細胞検出率は , 腫瘍 径が 大きくな る とと も に有意 に じ昇 し, 病理 病朋, T 及び N 因子 の 進行と と も に有意に 上 昇 した . E- カ
ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ ン, ′9 - カ テ ニ ン 蛋白の 発現率 は全体で そ れ ぞ れ , 7 7.9 %, 82,6 %, 88･5 % であ っ た ･ E- カ ド ヘ リ ン , α 一
カ テ ニ ン の 発現率 は い ずれ も病理病期, T 及び N 因子の 進行と と も に 有意に低下 し た. -一 方, ′プー カテ ニ ン は い ず れ の 臨床病
理学的因子 とも相関 しな か っ た . 骨髄 中癌細胞陽性群で は, 有意に E- カ ドヘ リ ン , α - カ テ ニ ン 蛋白の 発現率 が低下 し (そ れ ぞ
れ p< 0.0001, p < 0.0 001), 原発巣 か ら骨髄内 へ の 移行 の 過程 で 癌細胞間接着分子の 破綻 が生じ て い る こ とが 示唆 され た. 原
発性肺癌症例 に お い て , こ れま で 早期癌 と定義 さ れ て い た症例の なか にも既に骨髄内に痛細胞が移行 し, 早 期に 再発 をき たす
可能性 の ある 危険例 が少な か ら ず存在す る こ とが 明らか と な っ た . 化学療法を含め , 術 後補助療法の 選択 の 指標 と し て骨髄内
癌細胞 の 検出は有用な情報 を提供 しうる と 考える .
馳 y w o rds n o n-S m allc elllu ngc an c er, CytOkeratin, E
- C adherin, α -C ate nin, l?-C ate nin ･
肺癌 は, 現 在 ア メ リ カ で は臓器別病死 亡数の 第1付 をlI√め ,
日本で もそ の 致は 増加 し , 近 い 将 来第1位 と な る こ と が 確実視
さ れ て い る 1)2). 肺癌症例 で は 臨昧的 に チ後 が良好と 考え ら れ




い わ ゆ る病理 学的病期Ⅰ則 で治癒切除 を受 け た 症例
でもそ の 約30(光) は 揮発に よ り 病死 す る
2)5) 再発 の 約2/3 は月軋
肺, 骨 な ど へ の 血 行性遠隔転移様式 をりす る(i) . 肺 癌の †甘党率
が高い 原因の 一 つ と して , 手術時すで に存在す る潜在性転移す
なわち, 胸膜播種, 骨髄転移, リ ン パ 節転移, 末梢 血 液中癌細
胞播種等の 存在の 可能性が考慮さ れ る. 献丘, 月市場, 乳癌, 大
腸癌, 前立腺癌 な どで 免疫組織学的7) 2 1), ある い は分 子生物学
的手法22卜 26) を用い て , 従 来の 臨床的, 病理 組織学的手法 で は
検出できな い 癌細胞の 検出が報告 さ れ て い る . 非小細胞肺癌患
者を対象 に し た 骨髄中癌細胞検出に関 して も , こ れ まで Cote
ら7), O hga mi ら
8)
, Pantel ら
9) の 報 告が あ る . い ず れ の 報 告で
も, 骨髄 に癌細胞が検出 され た症例 の 予後は不良であり, 骨髄
中癌細胞 の 存在が肺癌 の 再発 の 指標 つ ま り予後因子と な る 可 能
性 をホ した .
痛細胞が 全身に撒椎する過程 にお い て , 原党巣の 噛細胞間接
着囚十が深く関り･す る . 細胞接着因子の 中で , ヒ皮細胞間 にお
い て 最も強力な接粛作朋を有す るE-カ ドヘ リ ン と , そ の 裏打 ち
室削
′
Ⅰで ある α - カ テ ニ ン, ′ト カ テ ニ ン に つ い て検 討し た . E-カ
ド ヘ リ ン は接着拭 お よ ぴ デ ス モ ゾ ー ム に存在す る紺胞接点分J二
で , L皮lLl来 の 分子量約12 0k Da の 細胞膜貫通性糞【
′
l質 で あ
る 2 7). α 一 カ テ ニ ン は E一 カ ド ヘ リ ン の 裏打 ち 蛋イI で分予量約
1 02k Daで あ る .
1
j - カ テ ニ ン は 分 子量約95k Daの 糖蛮[
E
7賀 で ,
E-カ ド ヘ リ ン と細胞内で伍接結合 し てい る . _1Ⅰ三常上 皮細胞 なら
び に頼経胞で は , E-カ ド ヘ リ ン の 細胞内 ド メ イ ン が ノト カ テ ニ ン
に結 合 し, α - カ テ ニ ン を 介 して 細胞骨格 ア ク チ ン に結合す る
こ と に よ っ て細胞間接着の 主な 役割を演 じて い る . 癌細胞 の 痛
胞巣か ら の 解柾 は 浸潤お よ び 転移 の 第一-,･-･一 段階 と して 重 要で あ
り , E- カ ド ヘ リ ン が 正 常に機能す る場合, 上皮細胞 はそ の 相互
の 連結 か ら離脱する こ と が困難 と さ れ る . 実際, E- カ ドヘ リ ン
は培養細胞を用 い た実験系か ら, 痛浸潤抑制機構と して機能す
平成10年11月27日受付, 平成11年1月28日受理
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る こ と が 明ら か と な っ て お り 2ホト ‥jO), E- カ ド ヘ リ ン 機能 の 不活
化が癌 の 浸潤 ･ 転移 の 第 1段階 に関与す るも の と注 目 さ れ て い
る
. α
- カ テ ニ ン は E- カ ド ヘ リ ン の 裏打ち蛋白と し て ア ク チ ン
に結合す る こ と に より , E一 カ ド ヘ リ ン を介 した 接着 に と っ て 必
須 で ある . そ れ は , E- カ ド ヘ リ ン を発現 して い る に もか か わ ら
ず細胞間の 接着 が み ら れ な い α - カ テ ニ ン の 欠失 した 細胞 に ,
α
- カ テ ニ ン を発現 させ る こ と で E- カ ド ヘ リ ン を 介し た 接着 が
成立 した こ と か ら実証さ れ が 1).
′
ト カ テ ニ ン は , α - カ テ ニ ン
と は異 なり , 接 着そ の もの に直接携わ る の で は なく, 接着 能の
制御 に関与 して い る と考え られ て い る .
胃痛
:i2)
, 肝癌:i3j, 食道癌こ明 の 手術材料 を対象 と し た 免疫組織
学的検討 を は じめ , 頭頚部癌:i5), 前払瞳癌 鍋 , 乳癌 珊 組織 に お
け る検討で E- カ ド ヘ リ ン の 発現性 と痛 の 組織型や浸潤能 と の 強
い 関連惟が明 ら か に な っ た . 山 方 , E- カ ドヘ リ ン の 強い 発現を
認 め る もの の , α - カ テ ニ ン の 発現が 低下 して い た た め 細胞間
接着能 が消失す る症例 が存在 し , α - カ テ ニ ン の 発現異常が結
果的に カ ド ヘ リ ン 機能不全を導い た と の 報告もある 36).
本研 究で は , 原発性非小細胞肺癌患者を対象に , 骨髄中 の 癌
細胞の 存在 を サ イ トケ ラ チ ン18(cytoke ratin18, C K 18)を マ ー カ
ー と した 免疫組織学的手法 に より検出す る と 同時に , 原発▼巣に
お け るE- カ ドヘ リ ン
, α
- カ テ ニ ン , ′ヲ カ テ ニ ン の 発現を免疫




1996年1 0月 か ら1997年12月まで に 金沢大学医学部第 一 外 科
学教室お よ び 石 川 県立中央病院呼吸器外科 にて 原発性非小細胞
肺癌 と診断 され た 患者131例の 骨髄液, な ら び に 腫瘍切除後ホ
ル マ リ ン 固定 し パ ラ フ ィ ン 包墟 し た122例 の 原発巣 を対象と し
た･ 男性91例, 女性40例で あ り, 年齢 は36歳 か ら 89歳 (平均
66歳)であ っ た . 肺癌取 り撒 い 規約=一生り に よ る病期分類 の 内訳 は ,
l期 68例, Ⅱ 期 10例, Ⅲ A期 37例, Ⅲ B 期14例 , Ⅳ 期2例
(骨転移例 な し) で あり , 組織 型別で は腺病79例, 扁平上 皮痛
41イ札 腺扁平 ヒ皮癌5例, 大棚胞痛6例 で あ っ た .
Ⅰ . 骨髄液の C K免疫組織染色法
骨髄液 の 搾取 にあた っ て は , 術 前に患者 に要綱を説明 し, 同
意を得た . 患者 が全身麻酔導入さ れ た 後, 上 前腸骨授 より , 骨
髄液を5ml搾 取 し た. 15ml コ ニ カ ル ナ ュ ー ブ (r]本 ベ ク ト ン ･
デ ッ キ ン ソ ン
, 東京)内に3mlの M o n o-Poly Re s olving M ediu m
(大 日本製薬, 大阪)を入 れ , そ の 上 に5mlの 骨 髄液を静 か に 充
填 し, コ ニ カ ル チ ュ ー ブ を 60分間遠心(300Ⅹg, 等温) した .
次 に有核細胞層を取りだ し, 10分間遠心沈殿 (300Ⅹg, 室 温) さ
せ pH 7.2の リ ン 酸生理食塩水 (pho sphate buffe red s alin e, P B S)
を加え る作業を3回繰り返 し洗浄 し た. 有核細胞 にP B S を1ml
加え細胞浮遊液を作成 し た. チ エ ル ク氏液(武藤化学 , 東京)5
/ノ‖ニ細胞浮遊液4 50′′∠lを加え, 有核細胞の 核染色を行 い , 血
球計算盤に て 細胞数を数え , 細胞浮遊液の 膿度が 2× 105個/ml
と なる よ う に調整 した . さ ら に オ ー トス メ ア (サ ク ラ 製機, 東
京) にて 細胞浮遊液 を5枚 の ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に散布 (300Ⅹg,
室温, 10分間) し, 塗抹 標本を作成 した . 塗抹 標本 は 血 塊凰乾
した 後, 4 %パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ト アセ ト ン (4 0 %パ ラ フ ォ
ル ム ア ル デ ヒ ド, 0.02 Mリ ン酸輝衝液, 蒸留水 , ア セ ト ン を
1 : 1: 2: 6 で混合 し塩酸 に て pE7.0 に調整) に て4℃, 10分
間固定 した . C Kの 免 疫組織染色は , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 抗 ア ル カ 1) フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (alkalin epho sphata se antト
al kalin epho sphata se, A P A P)法
:")41)(ダ コ ジ ャ パ ン , 京都) の
手噺 二従 っ た - pH 7･6の 0.05 M Tris櫨衝液 にて 5分 × 3回洗浄し,
Tris綬衝液 に て 2/Lg/ml に希釈 し た 杭サ イ ト ケ ラ チ ン 18抗体
(C K 2) (ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム , 東京)を, 室温 にて 3時間反
応させ た . 反応終了後 , pH 7.6の 0.05 M Tris嶺衝液 に て 5分×3
回洗浄 し, A P A A P キッ ト (ダ コ ジ ャ パ ン , 京都) に従 い , 2次
抗体 (抗 マ ウ スIgG ウ サ ギ抗体)を室温に て3 0分間反応 させ た.
Tris綬衝液に て 同様に3回流浄 し た 後, 博識抗体 (A P A A P複合
体)を室温 に て 3 0分間反応 さ せ た . 同様 に5分 × 3回洗浄後,
発色基質(ナ フ ト ー ル A S- M X リン 酸塩及 び フ ァ ー ス ト レ ッ ド
T R l錠を0.1 M Tris塩横衝液1ml に溶解 した もの) で室温 に て20
分間反応 さ せ た . 発色 基質 には さ ら に, 骨髄内 の 内因性 ア ル カ
リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ をl阻害す る 目的で 0.7 %の レ バ ミ ゾ ー ル
Ge v a miz ole, Sigm a,St. Lo uis, U S A) を1ml加 えた . 次 に10分間
水道水で洗浄 し, マ イ ヤ ー ･ ヘ マ ト キ シリ ン (武藤化学)に て1
分間核染色を行 い , 水道水 に て 5分間色出しを行 っ た . 最 後に
ゲ ル/マ ウ ン ト(コ ス モ バ イ オ, 東京)に て 封人 した .
染色 の 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して , 膿瘍摘出時 に原発巣 の 捺印




. E- カ ドヘ リ ン
腫瘍標本ほ 15 %中性硬衝 ホ ル マ リ ン 液 (武藤化学)に て固定
し, パ ラ フ ィ ン 包埋 した 後, 4′′∠m の 厚 さ に 薄切 し , シ ラ ン コ
ー ト した ス ライ ド グラ ス (武藤化学) に付着 させ た. 100 % キシ
レ ン 3 臥 各10分間の 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 後, 100 %エ タ ノ
ー ル 3回, 90 %, 70 %エ タ ノ ー ル 各1回で20匝振盗を施行 し親
水を行 っ た . 免疫組織染色 は標識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン ･ ビ オナ
ン (1abeled str ept- aVidin biotin,IJS A B) 法 に 従い , 水道水 にて5
分間洗浄後, PH 7.6の 10m M 塩 化カ ル シ ウ ム を加えた 0.1 M Tris
経 衛生 理食塩水 (Tris-buffe red s alin e, T B S) に浸 した . 次 に
0.3 %過酸化水素水加 メ タ ノ ー ル に て 15分間室温 に て 内陸=空ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ を阻害 し
,
10分 間流水水洗し た . 続 い て ウ シ 血
清ア ル ブ ミ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) に て10分間ブ ロ ッ キ ン グを 行っ
た後 , 抗 ヒ ト E- カ ド へ 1) ン抗 体(ll E C D-1) CraKaRa, 滋賀)を
pH 7.6の 10m M 塩 化 カ ル シ ウ ム を 加 え た T B S(以 卜
●
Ca加T B S)
で200倍 に 希釈 し, 室 温で1時間反応さ せ た. 次 に Ca 加T B S に
て 5分間3回洗浄 し, ビ オ ナ ン 標識抗 マ ウ ス お よ び 抗 ウサ ギイ
ム ノ グ ロ ブリ ン ･ ヤ ギ 抗体 (ダ コ ジ ャ パ ン) に て 室温で 20分間
反応 さ せ
,
Ca 加T B S に て 5分間3回洗浄 し, ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) に て 室温で 20分間反
応 させ た . Ca加T B S に て 5分間3回洗浄後, ヂ ア ミ ノ ベ ンヂ
ン (3,3-dia min obe n zidin e, D A B) (和光純薬, 東京) に て顕微鏡で
発色状態を確認 しな が ら約5分間室温で反応 さ せ た . 水道水で
10分間洗浄 した 後, マ イ ヤ ー ･ ヘ マ トキ シ リ ン に て 1分間核染
色 を行 い , 水 道水で 10分間色出 しを行 っ た . 次 に100 %エ タ ノ
ー ル 3回各3分間の 脱水 を行 っ た 後, 100 % キ シ レン3回各3分
間 の 透徹を行 い , マ リ ノ ー ル (武藤化学) に て封 入を行 っ た .
2. α - カテ ニ ン
E- カ ド ヘ リ ン の 免疫組織染色標本 の 連続切片 を用い , 脱パ ラ
フ ィ ン お よ び親水 は E- カ ドヘ リ ン と 同様 に 行 っ た . 水道水に て
5分間洗浄後P BS に浸 した . 0.1 M クエ ン 酸媛衝液 bH 6.0) 中で
500 W, 5分 間, 3回の マ イ ク ロ ウ エ ー ブ 処理を行 い 抗原の 賦活
原発性非小細胞肺癌患者の 骨髄中癌細胞の 検出
を行 っ た . 室温まで 放置 した私 E- カ ド ヘ リ ン と 同様にLS A B
法にて 免疫組織染色を行 っ た . 0･3 %過 酸化水素水加 メ タ ノ ー
ル , ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン (ダコ ジ ャ パ ン) に よ る ブ ロ ッ キ ン グ
を行 っ た後 , 1次抗体 に は 抗 ヒ ト α - カ テ ニ ン ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗
体CTaKaRa) をP BS で4 00倍 に 希釈 した もの を用い , 室温 で1
時間反応させ た. そ の 後洗浄, ビオ チ ン標 識抗 マ ウ ス お よ び抗
ウサ ギイ ム ノ グ ロ ブ リ ン
･ ヤ ギ抗体 (ダ コ ジ ャ パ ン), ペ ル オ キ
シダ ー ゼ標識 ス ト レ プ ト ア ピジ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) を反応さ せ ,
DA B に て発色 し, マ イ ヤ ー ･ ヘ マ ト キ シリ ン に て 核染色を行
っ た後, 脱水, 透徹, 封入 を行 っ た .
3. β- カテ ニ ン
α
- カ テ ニ ン に対す る免疫組織染色 と同様Ⅰ5 A B法に て 染色 し
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た. 抗体は 抗 ヒ ト/9- カ テ ニ ン ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体 汀aKaRa)を
P B S に て400倍 に希釈 して 用い た.
Ⅳ
. 免疫組織染色 の判定
1. 骨髄中の C K陽性細胞
各症例 に つ き, CK にて 免疫組織染色 し た標本全 てを鏡検 し ,
細胞 質が均 一 に 赤く染色され た細胞 が1個 で もあれ ば , 陽性 と
判定 した . ま た形態学的 には , 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して 作成 し
た原発其 の 捺印標本 にお ける 陽性細胞 と比較 し, 同 一 細胞で あ
る こ とを確認 し た.
2. E- カ ドヘ リ ン
E- カ ド ヘ リ ン の 発現 はShioz aki ら42) の 分類に従 い , 染色性が
一 棟 で な い も の を不均 一 Ol ete rOge n O u S), 一 様 で あるが 減弱 し
Table l･ Correlatio nbetw e enthe clinic opathologlC alfindings a nd the dete ctio n ofcyt oker atin 18
-
pO Sitiv e
Cellsinbon e m arro wof131prlm ary nO n- S m allc ell lu ngc an c erpatients
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て い る もの を減弱 匝e ak and ho m oge nou s), 全く染ま らな い も
の を失活(lo st) と し, 以 上 3塾 を ま と め て 陰性 と した ･
一 様 に
強く染まるもの は 陽性 と判定 し た .
3. α - カ テ ニ ン , ∫9
一 カ テ ニ ン
α
- カ テ ニ ン , β- カ テ ニ ン の 発現 は, 田村 ら
34)
, 塩 崎 ら
4 3) の
方法 に準 じて , 腫 瘍細胞の 90 %以 上 が 染ま るも の を(+)症例,
90 %未満 しか 染ま らな い もの を(十)症例と判定 した .
Ⅴ . 統計学的処理
病理 学的因子間に お ける 骨髄中 C K陽性細胞検出率 , 接着分
子 の 発現率の 差 の 検定, 骨髄中 C K陽性細胞検出率 と接着分子
の 発現率の 差 の 検定 に は X
2検定ある い は Fishe r直接確率計算
法 を用い た . い ずれ も危険率5 %未満の 場合(p < 0･05) を統計
学的 に有意差ありと判定 した .
成 績
Ⅰ. 骨髄中 C K陽性細胞検出率 と臨床病理学的因子 との 相関
骨髄中の C K陽性細胞像を図1 に示す. 原発性非小細胞肺癌
患者131例中5 6例 (42.7%) に 骨髄中C K陽性細胞 が検出され
た . 検出 され た 細胞数 は 1症例あ たり 1 ～ 5個が 54例, 5 ､ 10
個が 2例 で , そ れ 以上 検出さ れ た症例 は な か っ た .
表1 に各臨床病理学的国子別 の 陽性率 を示 した . 組織型別に
は腺病40.5 %, 扁平上 皮痛43.9 %, 腺 扁平上 皮痛40･0 %, 大細
胞癌66.7 %で , 腺癌 と扁平上皮痛 と の 間 に統計学的有意差 は認
めな か っ た b=0.87). 腫 瘍径を2.Oc m , 5.Oc m を境 界に3段階に
分類する と , 陽性率 は腫瘍径2c m以 下 の 群 で21.6 %, 腫瘍径が
2c m を越 え5c m以 下 の 群 で4 5.3 %, 腫瘍径が 5c mを越え る群で
73.7 % と腫瘍径増大 と と もに 有意 に上 昇 し た b< 0.001). 病期
別の 陽性率 で は , Ⅰ お よ び Ⅱ 期 が25.6 %, Ⅲ A期64.9 %, ⅢA
お よ び Ⅳ期75.0 % で, 有意 に病期進行 と と も に陽性率 が上 昇し
た b< 0.001). T及び N因子 と の 比較 でもそ れ ぞ れ有意 に因子
進行 と と もに 陽性率 が 上 昇 し た (そ れ ぞ れ p< 0.0 5, p< 0･01).
M 因子, 年齢 (60歳以 上 60歳未満) によ る差 は なか っ た ･ 性
別で 男性4 9.5 %, 女性27.5 % と男性 に陽性率 が高い 傾向を認め
た ゎ< 0.05).
Tab le 2. Correlatio nbetw ee nthe clinicopat hologl Calfindings and the detection of cyt
okeratin 18-POSitive
cellsinbone m arO W Ofade n oca rcin o m apatie nts
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原発性非小細胞肺癌患者の 骨髄中癌細胞の 検出
表2 に腺病79例の 各臨床病理学的因子別の骨髄中 C K陽性細
胞検出率を示した . 腰湯径, 病期, T 因子, N 因子 に お い て有
意 に痛進行 ととも陽性率は上 昇した (それぞれ pく0.0 5, p <
0.001, p< 0.001, p< 0.01). 年齢(00歳以上, 60歳未満) , M
因子, 分化度に よ る差 はなか っ た . こ こで もや は り性 によ る差
が生 じた .
表3 に扁平上皮痛4 1例 の各臨床病理学的因子別 の骨髄中C E
陽性細胞検出率を示した . 膿 傷径 , 病 期, N 因子 におい て 有意
に癌進行 ととも に陽性率 は上昇した (それ ぞれp< 0.0 5, p<
0.05, pく0.05). 性別 , 年齢 (60歳以上 , 60歳未満) , T 因子 ,
分化度 によ る差 はなか っ た .
Ⅰ. E- カ ド ヘ リ ン, α - カ テ ニ ン , β - カ テ ニ ン蛋白陽性率と
臨床病理学的因子 の相関
1. E- カ ドヘ リ ン , α - カ テ ニ ン , β功 テ ニ ン 蛋白陽性率
骨髄中C K陽性細胞を検索 した 症例 131例中, 原発巣を新鮮
な状態で中性緩衝 ホ ル マ リ ン 液に て 固定しえ た122例 の原発性
肺痛 に対 し, E- カ ドヘ リ ン , α ･ カ テ ニ ン , β- カテ ニ ン 蛋白 の
免疫染色 を行 っ た . 図2 に E- カ ド ヘ リ ン , 図3に α - カテ ニ ン ,
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園4 にβ一 カ テ ニ ン 蛋白陽性像を示 した . それぞれの陽性率は ,
7 7.9 %, 82.6 %, 細 .5 % であっ た. ま た表4 に E- カ ドヘ リ ン ,
α - カテ ニ ン , β- カ テ ニ ン 蛋白の発現の 組み 合わ せ とその 症例
数の関係を示した.
2. 臨床病理学的因子との相関
表5 に各臨床病理学的因子別の 陽性率を示した. 組織塾別 に
は , E- カ ド ヘ リ ン の発現率は腺病82.4 %, 扁平上皮癌73.0 %,
腺扁平上皮癌100 %, 大畑胞痛33.3 % で, 腺病と扁平上皮痛の
間 に有意差 は認 め られ なか っ た . α - カ テ ニ ン の 発現率は腺病
8 L l %, 扁平上 皮痛83.8 %, 腺扁平上 皮痛 10 0 %, 大細胞癌
66.7 % で, や は り腺病と扁平上皮痛の間に有意差 は認められな
か っ た . β- カ テ ニ ン の 発 現率は腺病 87.8 %, 扁平 上 皮痛
89.2 %, 腺扁平上皮痛100 %, 大神胞痛83.3 % で, 腺痛と扁平
上皮痛 の間に有意差 は認 められ な か っ た. E- カ ドヘ リ ン は, 病
期 , T因子, N因子 にお い て痛進行とともに発現率 が低下した
(そ れぞ れ p<0.01, p< 0.00 1, p< 0.001). 性, 年齢 (60歳以
上 , 60歳未満), M 国子 にお い て 差 はみ られ なか っ た. α - カ テ
ニ ン も病期, T因子 , N 因子 に お い て痛進行 と とも に発現率が
Tab le 3. Correlatio nbetw e enthe clin ic opadl Ological丘ndings andthe detectio n ofcytoker atin18-PO Sitive
Cellsinbo n e m arr o w ofsqu am O uS C ellc ar cin o m apatie nts
ClinicopathologlCalnndhgs No･ Ofc ase s
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水B
Fig. 1. Im m u nohisto chemical staining ofcytoke r atin sin
CytO Spin pr epar atio n s of bo n e m ar rOW Obtain ed 血
-
O m apade nt
wi 也prim arylu ngcan c e r. × 100㈱ , ×500β).
Fig. 2. Im m u nohistoche micalstaining ofE-Cadherinin the
prim arylu ng ade n o c arCin o m a(× 200). Cellm embr an e Sare
StrO nglystain ed.
Fig. 3. Im m u nohisto che mic al staining of a ･Cate nin in the
prim a ry lu ng squ a m o u s c ellc a rcin o m a(× 200). Cell
m e mbr an e s are stro nglystained.
Fig. 4. Im m u n ohisto che micalstaining of β- C ate nin in the
prim a rylu ng squ a m o u s c ellc a rcin o m a(× 20 0). Cell
m e mbr ane Sa re StrO ngtyStained.
Table 4. nle CO rr elatio nbetw e enthe n u mber ofc ase s a nd the
e xpres sio n of E
- C ad herin, α - C ate nin, β -C atenin in 1 2 2n o n-
S m allc ellu ngc an C erpatie nts
Expressio n of
E- Cad herin a- C atenin P- Catenin




































低下 して い た (そ れ ぞ れ p< 0･001, p < 0･001, p < 0･0 01) が ,
性, 年齢 (60歳 以 上 , 60歳 末満), M 国子 に お い て は差 は み ら
れ な か っ た . ′プ
ー カ テ ニ ン は性 , 年齢 (60歳 以 上 , 60歳末満),
病臥 丁因子, N国子 , M 因子 す べ て に 統計学的有意差は認め
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ら れ なか っ た .
二Ⅲ . 骨髄中 C K陽性細胞検出率 と E- カ ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ
ン
, か カ テ ニ ン 蛋白発現率 と の相関
表6 に非小細胞肺癌患者122例の 骨髄中C E陽性細胞検出率と
Table 5. Cor relatio nbet w e en the clinic opathologICal findings andthe e xpr essio nsof E
-C ad he rin- α - C atel血 and J? - Catenin protein sin 12 2
prlma ryn O n- S m allce11 1u ngc an cerpatie nts
Clinc opathologle al No･ Of
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Table6･ Correlatio nbetw ee nthe detctio n ofcytokeratin 1 8
-
POSitive cellsin bo n e m arro w andthe e xpressions of E
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A ll 12 2 9 5(7 7.9)
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E- カ ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ ン , ′? - カ テ ニ ン 蛋白党規率 の 相関を
示す. 骨髄 中CI(陽性細胞が検出さ れ た症例で は有意 に原発巣
の E- カ ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ ン 発現率は低 下 して い た (そ れ ぞ れ
p< 0.0001, p < 0.0 001). しか し, ′クー カテ ニ ン 発現率 と の 間に
は 有意な差は認め なか っ た .
考 察
最近, 免疫組織学的手法や分子 生物学的手法 に より , 各種癌
症例 の 骨髄, 末梢 血 お よ び リ ン パ 節中の 微少な癌細胞 の 検出が
可能 と なり, そ の 発現意義が問題 とな っ て い る . 肺癌患者の 骨
髄中の 癌細胞検出 の 報告は , Cote ら7)はⅠ , Ⅱ 期例で 17例中5
例 (29.4 %), Ⅲ 期例 で 26例中12例 (46.2 %), 全体 で43例中17
例 (39.5 %) に 癌細胞を検出 し た. ごく最近の 報告 で は O hga mi
ら 8) も Ⅰ, Ⅱ 期例 で26例中8例(3 0.8 %), Ⅲ期例で 13例中7例
(53.8 %), 全体 で 39例中1 5例(38.5 %) と 同様の 頻度 で検出 し
て い る . ま た Pa ntel ら9)の 報告 で は , N O肺癌 で 7 0例中38例
(54.3 %), N l/N 2肺癌で 69例中45例 (65.2 %), 全体 で 139例中
83例 (59.7%) と極 め て 高率であ る. こ れ ら は, い ず れ も免疫組
織学的手法を用 い て お り , マ ー カ ー と して C Kを用 い て い る .
C K は, 上 皮細胞 に特異的 に存在する細胞質内中間系 フ ィ ラ メ
ン トの 山 稜 で, 少な くと も19種類 の 亜塾が確認 さ れ て い る44)45)
C K以外 に こ れまで 報告され た癌細胞を認識す る マ ー カ ー と し
て , 胎児性病抗原 (c ar cin o- e mbryo nic antige n), P 53蛋白, 上
皮性膜関連抗原(epitheri alm embra n e antige n) な どが 利用さ れ
て い るが , い ずれ の マ ー カ ー も癌細胞 に お ける 陽性率は C K に
比 し低く15), また 非痛患者の 骨髄 で は 赤芽球系細胞 が陽性を示
す場合 があり46), C K が最 も高感度か つ 特異性の 高 い マ ー カ ー
と 考えら れ る . 肺癌領域 で はPa ntel ら仰 が非小細胞肺痛患者に
対 し抗 C K 18抗体を用 い た免疫染色を行 い , 腺痛 で 1 00 %, 扁
平上 皮癌 で 90 %の 陽性率を報告 した . 一 方 , そ の 時 異性 に閲
し非担癌患者2 15例 の 骨髄 で は わ ず か2.8 % に しか偽陽性 は認
めず9), C K 18の 骨髄中の 癌細胞 を検出する上 で の 有用性を報告
し た . 本研 究 で は , C K18 に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い
て非肺癌患者33例 の骨髄細胞を染色 し そ の 特 異性を検討 した .
陽性細胞 は2例 (6.1 %) に の み 認め , ま た腫瘍摘出時 に作成 し
た 原発巣 の 捺印標本 で は 全例 で陽性 であ っ た . 非肺 癌患者で
C K陽性細胞を検出 し た2例 は, 従 来の 臨床検査で は 検出 しえ
な い 癌細胞を有して い た 可能性も否定 でき な い .
こ れま で の 報 告 をみ ると , 臨床的 に遠隔転移 の な い 症例の 骨
髄中に お け る 陽性率 は, 胃癌で 31.2 %期 , 大腸痛 で 27.2 %
1 1)
,
乳痛 で26.4 - 36.7 %
10)･1 2)･1 4)･16) 等と な っ て おり , 骨転 移を比較的
きたしにく い 胃癌 や 大腸癌 でも乳癌と同様高率 に C K陽性細胞
が検出 され て い る. 非小細胞肺痛患者の 骨髄で は , 38.5-59.7 %
と 他臓器痛 に比 し高率な陽性率が報告 され て い る 7卜 9). 本実験
で は全体で 42.7 % と, これ ま で の 報告を支持す る結果を得た .
組織学的に腺痛 と扁平上皮癌 と の 間に 陽性率 の 差 が な か っ た点
も従来の 報告乃
～
9) と 一 致 し てい た . ただ し, 従来の 報告例 の多
く はT及 び N 因子 に よ る骨髄中 C K陽性細胞 の 陽性率 に有意差
を認め て い な い が , 本研究 で は T及びN因子 の 進行 と と も に ,
陽 性率 は上昇 し た (p < 0.05, p< 0.0 1). こ の 点 に 閲 し ,
O hga 皿i ら
8)
, Pa ntel ら
9)の 報告は我々 と 同様の 傾向を指摘 して
お り, こ れ は腫瘍 の 増殖 と と もに血中に移行する痛細胞 が出現
す る確率が高くな る可能性を示す. 一 般 に リ ン パ 行性転移 と血
行性転移は独立 した転移機構と考え られて い る が , 本研究 で は
リ ン パ 節転移陽性症例 の ほうが 癌細胞 が骨髄中 へ 移行す る確率
が高い 結果が得 ら れ , 骨 髄 へ の 転移経路 と して , 両者 の 密接な
関わりが示唆 さ れ た . 男性が 女性 に比 べ 陽性率が高 い 結果 は女
性群 に比 し男性群 に進行例 が多か っ た 為と考え られ る.
骨髄中に 癌細胞 が存在す る こ と は必ず しも全て が 転移 の 成立
を意味するも の で は な い が , それ は少 なく と も原発巣 か ら骨髄
まで の 癌細胞 の 移行過程, つ まり 原発巣の 血管 へ の 浸潤 , 癌細
胞の 原発巣か ら の 解 離, 血 流 に よ る移行まで の 過程を完了 した
ことを意味す る . 癌細 胞が 原発腫瘍か ら離脱す る機序 と して,
同種の 細胞同士 を つ な ぎ止 め て い る細胞接着機構 の 変化 が指摘
され てい る . 同種細胞間 の 接着国子で る カ ドヘ リ ン の 発現低下
や , 細胞内 の カ ド ヘ リ ン の 調節因子であ る カ テ ニ ン の 異常 が浸
潤性増殖をする胃癌細胞 で同定 され38), 癌 細胞 の 原発栄離脱過










:圭7】 な どの 手術
材料 を対象 と した 免疫組織化学的検討で ! 高分化 で 正常 に 近い
細胞間接着 を示す痛 に E- カ ド ヘ リ ン の 強 い 発現性 が認 め ら れる
一 方 , 低分化 で 接着能を失い 浸潤傾向の 著明な痛 で は E- カ ドヘ
リ ン の 発現 は痛組織全域 , ある い はその 一 部 に お い て 減弱また
は消失 して い る こ と が確認 さ れ, Et カ ド ヘ リ ン の 発現性 が癌 の
組織型 や浸潤能 と強 い 関連性を有す る こ とが 判明 して い る . 本
実験 で は , 肺腺 癌お よ び肺扁平上皮痛 とも に分化度 と E- カ ドヘ
リ ン の 発現性 と の 間 に相関性 は認 め られ なか っ た . しか しT及
び N 因子 の 進行 と と も に E- カ ド ヘ リ ン の 発現性が 低下 して い
た . 肺痛 で は , 高分化痛 であ っ て も E- カ ド ヘ リ ン の 発現が 低下
して お り, 転移浸潤をきた しや すい 性質がある こ と が 示唆さ れ
た .
α
一 カ テ ニ ン は カ ドヘ リ ン を 介 した接着に必須であり, E-カ ド
ヘ リ ン が 正 常 に 発現 し て も α - カ テ ニ ン が 欠失 して い る場合,
細胞間接着は機能 し な い こ と が 示さ れ て い る31). こ れ まで 手術
材料を用 い た α - カ テ ニ ン の 発現惟を検討 し たも の は 少な い が,
田村 ら34) は 食道表在癌 にお い て α - カ テ ニ ン の 発現 が 低下 した
症例 で は 有意 に リ ン パ 節 転移をきた しや す い と 報 肯 して い る .
本研究 で は , E- カ ドヘ リ ン と 同様 に, 病期 の 進行と と も に有意
に α - カ テ ニ ン の 発現債汗
■
を認 め た . 分 化度 と の 関係 で は , 覇
計学的有意差を得 る には 到 ら な か っ た もの の , 肺腺癌 に お い て
低分化痛 ほ ど α - カ テ ニ ン の 発現 が 低 卜する 傾向 を認め た.
癌 の 血 行性転移は , 原 発巣か ら の 癌細胞の 離脱, 【flL管内侵 人,
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,
- デ オ キ シ ウ リ ヂ ン で 放射 ラ ベ ル した
B 16メ ラ ノ ー マ 細胞 を マ ウ ス の 静脈内に投与 し【flL流叶お よ び各
臓器 に お け る 腫瘍細胞数 の 経時的変化を検討 し て い る . そ れに
よ る と転移が成立 し な い 場 合の 臓器 に捕捉 され た腫瘍細胞の 停
留時間は極 め て 短 い こ と が予測さ れ た . 本研究 で骨髄内に検出
さ れ た癌細胞が , 骨髄内 に 一 時的 に捕捉 さ れ た もの に すぎない
の か , 骨転 移成立 の 初期段階と して の 癌細胞 を意味するもの か
は 今後明確 に され なけれ ば な らな い . い ず れ に して も, 周囲組
織環境の 違い が あ る と は い え, 原発巣を離脱 し骨髄 に達 した癌
細胞 が , 仮眠状態を脱 し将来的 に浸潤過程を遂行する能力を獲
得 して い る 危険性 は否定 しえな い . 骨髄 中癌細胞検出例 の 予後
が不良であ る とす る従来 の 報告は こ の 危険性 を基本的に支持す
るもの と い え る . また , 表6の 結果 か ら骨髄内癌細胞検出率と
E- カ ド ヘ リ ン 及 び α - カ テ ニ ン の 発 現性 と の 間 に強い 相関性が認
め られ た こ とか ら , 原発 巣か ら の 離脱 の 過程 に お い て 腫瘍細胞
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間の 接着分子 であ る E- カ ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ ン の 不清 ま た は
消失が重要な役割 をも つ こ と が 推測 さ れ た . Pa ntel ら
9) の 報告
で はリ ン パ 節転移陰性 で骨髄中に癌細胞 が検出さ れ , そ の 後再
発をきた し た12例中骨転移 で再発 した もの は 2例 の み と 報告
し, O bga mi ら
8) は 病理病期が Ⅰ 及び Ⅲ 期で 骨髄中癌細胞 が検
出され , 早期再発 し た4例 は 全て 血 行性転移 であ っ た が骨転移
は1例の み で あ っ た と報告 して い る . 従 っ て , 骨髄 中で の 癌細
胞の 集積は必ず しも骨転移の 指標 で は な く, 骨以 外の 遠隔臓器
をも含め た 転移再発 の 指標 となる 可 能性 があ る. 遠隔転移再発
の 潜在状態 の 指標と して の 本法の 意義は今後再発様式 をも含め
て検討さ れ る必要があ る.
肺癌患者の 骨髄中の C K陽性細胞 の 存在が , 術 後の 再発率や
生存率に影響を及ぼすか否か を見極め る に は, 術後長期間の 観






1り で も骨髄中 の 癌細胞検出症例の 予後
が非検出例 に比 し有意に予後不良と さ れ て い る . Ⅰ期 の 非小細
胞肺癌患者に対 し外科的治癒切除が な され た場合, 一 般 に術後
補助療法は行わ れ な い . しか し, そ の 予後 は他臓器痛 に比 し良
好と は 言い 難く , そ の 一 因と して 本研究 の 結果 は病理病期 Ⅰ期
の 肺癌で あ っ て も少なか ら ず(本研究で は16/68例 , 23.5 %),
癌細胞の 全身 へ の 播 種の 一 環と して 骨髄で の 潜在的転移 の 可 能
性がある こ とを明確 に し た .
本研究 は検出方法 にま だ改善の 余地 が残 され て い る もの の ,
肺癌転移再発予知 マ ー カ ー と して の 意義 は 高 い と考えら れ る.
また, リ ン パ 節 内や 循環血液中の 癌細胞 の 検出結果も併用す る
こ と によ り, 術 後補助療法の 選択 に本法 は有用 な情報を提供 し
うるもの と 考える .
結 論
原発性非小細胞肺癌患者の 骨髄131例 を対象 に, 上 皮細胞 に
特異的 な C K に対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を 用い た 免疫組織染
色法 を行 い , 骨 髄 内の 癌細胞の 有無 を検索 し た . 同症例 の 内
122例の 原発巣組織 を対象に E一 カ ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ ン, ′プ ー カ
テ ニ ン 蛋白発現を免疫組織染色法 を用 い て測定 し以 下 の 結論を
得た.
1. 全体で の 骨髄内癌細胞検肘率 は131例r･‡巧6例(42.7%) で
あ っ た .
2. 骨髄 内癌細胞検出率と組織他 の 間 に相関は認め られ な か
っ た
.
3. 骨髄内癌細胞検 出率 ほ腫瘍径 の 増大 , T 及び N 国子, 病
理病期の 進行と と もに 有意に上 昇 し た .
4. E- カ ド ヘ リ ン蛋 白の 発現 は全体で 122例中95例 (77.9 %)
で, T及び N 因子 , 病理 病期 の 進行 と と も に発現率が低 下す る
傾向を認め た .
5･ α - カ テ ニ ン 蛋白の 発現 は全体で 12 2例中10 0例(82.6 %)
で, T及び N 因子 , 病理病期 の 進行 と と も に発現率が低 下す る
傾向を認め た .
6･ β- カ テ ニ ン蛋 白の 発現 は全体で 12 2例中10 8例 (88.5 %)
で
,
い ずれ の 臨床病 理学的因子 と の 相関は認 め な か っ た .
7. 骨髄 内微小癌細胞検出陽性群 は陰性群 に比 べ , 有意 にEt
カ ドヘ リ ン
, α
一 カ テ ニ ン 蛋白 の 発現率 が低下 し て お り, 癌細
胞の 全身播腫 の 過程 にお い て E- カ ド ヘ リ ン , α - カ テ ニ ン 茸白
の 発現低下 に よ る腫瘍蘭胞間接着機構の 破綻 が重要な役割をも
つ こ とが 示唆さ れ た .
以 上 の 結果か ら, 原発性非小細胞肺癌症例で は, 従来の 臨床
検査 で遠隔転移 を検知 しえなく とも, 既 に癌細胞が全身 へ 播腫
して い る状態, す な わち遠隔転移 の 潜在状態 と な っ て い る 可 能
性 が示さ れ た . その よう な癌細胞 を検出す るうえで本法は極 め
て 有効 と考え られ た. 現在行わ れ て い る病理組織学的診断 によ
る 進行度に加えて , 免疫組織学的診断や遺伝子診断に よ る痛細
胞 の 検出結果を加味す る こ と で , 患 者の 予後 , す なわ ち再発危
険群を見極 め る こ と が可能であり, 今後, 術後補助療法の 一 つ
の 選択 基準 に な る こ と も予想 され る .
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A bstr a ct
Using m o noclo nala ntibodie s again stcytoke r atin(C K)a nd a n ovelim m un o-histochemic al m ethod ro rthe dete ctio n of C K
POSitiv etu m o r c e11s, W e e X a min ed dis semin ated tu m or c ells in the bo n e m a rr o w ol
､
13 1patients with n o n
- S m a11c e11 1u ng
Ca n C e r･ Va riablele v els of E- C ad he rin , α - C ate nin a nd J?
- C ate nin protein expr e ssio n w el
`
e a s s eS S ed in 1 22prim arylu ng c a n c e rs
Ofthe s epatie nts . T he pe r c entage of CK
-POSitiv e c ells in bo n e m a r r o w w a s4 2･7 %(5 6/1 3 1): 4 0･5 %(3 2/7 9)fo r
ade n o c a rcino m a, 4 3.9 %(1 8/41)fol
･
Squ a m O u S C ellc a rcin o m a, 4 0 %(2/5)fo l
･
ade n o squ a m o u s c a rcin o l-1 a, nd 6 6･7 %(4/6)fo l
【
1arge c e11c a rcin o m a･ N o relatio n ship w asfo u nd betw ee nthe pe rc e ntage of C K-PO Sitiv e c ells a nd the pathologlC alty peOfthe
CarCin o m a. D is s e min atio n oftu m o r c ells in the bon e m a rr o wdidc o r relat to the siz e ofthe tu m o r(P<O.(~)01), T-fa cto r
(P<0･0 5), N Nfacto r(p<0.0 1) a nd the pathologic al stage (P<0･00 1)･ T he n u mber of dis s emin ated tu m o r c ells in the bo n e
m a rro w w as signific a ntlyhighe rin m ale tha nin fe m alepatie nts(p<0.0 5), Which m ayhave be e ndu eto thefa ct thatthe ratio of
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